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Vyuziti nékterych novych analytickych metod

ke kontrole znakl jakosti piva

Ing. JIRI SROGL, Ing. JANA VACKOVA, vyzkumnd laboratof, Zapadoteské pivovary, n. p., Plzeﬁ 663.41 : 543

Fredneseno na XII. pivovarsko-sladarském
seminadri v Plzni

Ve svém sdéleni se zaméFime na né&které analy-
tické metody, které jsme v posledni dob& pouZivali
na naSem pracovisti ve vyzkumné laboratori Zapa-
doCeskych pivovard, n. p., v Plzni. Uvadime zde m&-
kolik metod, které se pouZivaji k stanoveni obsahu
kysliku, resp. koloidni stability piva.

Negativni vliv kysliku na jakost piva je obecnd
znam, a proto je kontrola provzdu$néni jednou
z nejdalezitéjSich. Pro stanoveni kysliku v pivé je
vypracovano mnoZzstvi metod.

Dnes se kyslik v mladindch a pivech nejdast&ji
urCuje nékterou z elektrochemickych metod. Z nich
je velmi rozSifena polarografickd metoda. Spoéiva
v reakci kysliku na katod& z nékterého vzacného
kovu (stfibra, zlata apod.). Katoda je Gasto kryta
membranou, propoustéjici kyslik (napf. teflonovou,
polypropylenovou apod.). Pristroje tohoto druhu se
pouZzivaji velmi cCasto. Napf¥iklad pfistroj firmy
Beckman [1] pracuje se zlatou katodou, krytou tef-
lonovou f0lii. U nés vyrab&ny oxytest je konstruo-
van na obdobném principu, pouZiva vSak st¥ibrnou
katodu krytou polypropylenovou membranou. Gal-
loway, Raabe a Bates [2] popsali v roce 1967 pfi-
stroj, ktery se pouZivd v mnoha pivovarech v USA.
Pouzitd katoda je stfibrna, anoda zinkova. Autofi
porovnavaji kolorimetrickou metodu s méFenim
uvedenym pristrojem. Konstatuji pomérné velmi
uspokojivou shodu. Obdobnych pfFistroji se vyrabi
v riznych zemich vice.

Druhou skupinu tvoFi kolorimetrické stanoveni,
zaloZené vétSinou na reakci leukoformy indigokar-
minu s Kyslikem za vzniku modrého zbarveni. Tuto
reakci popsali poprvé jiZz v roce 1938 Rotschild a
Stone [3]. Metoda se velmi roz$ifila a je dnes znama
v mnoha modifikacich. Ve v&t3in& dnes. pouZiva-
nych metodik se vychazi z indigodisulfonanu sod-
ného. Ten se pfevede na Zlutou leukoformu, kterd
se kyslikem reoxiduje za vzniku modrého zbarveni,
jehoZ intenzita je @mérnd obsahu kysliku ve
zkoumané kapaliné.

Hiefner a Burwig [4] popsali metodu, kterou se
zjiStuje obsah rozpusténého kysliku v lahvich piva,
do nichZ se pred odbérem vzorku zavede ampulka
s indikatorem a sklenénou kuli¢kou. Po stoceni
vzorku se ampulka uvnit¥ 1&hve rozbije a zkoumané
pivo zbarvi indikdtor indigem podle obsahu jeho
zoxidované leukoformy.

V nasi laboratori pouZivdme metodu, kterou na-
vrhl Kipphan [5]. PouZivda se speciadlni injeké&ni
stfikaCka, doddvand firmou Enzinger. Indikator se
pripravi rozpuSténim obchodniho preparatu (indi-
godisulfonanu sodného) ve vodé s pridavkem glu-
kozy a glycerolu. Roztok se zalkalizuje KOH a asi
7 ml se nasaje do injekéni st¥ikacky. Hrot st¥ikacky
se potom ut&sni gumovou zatkou a celd st¥ikacka
se ponofi do vodni lazng, ve které se zahfeje pfi-
blizné nma 80°C asi za 10 minut. Tim se modry
indigodisulfonan pfevede mna Zlutou leukoformu.
InjekCni stfikacka s indikatorem se potom ochladi
na teplotu, pri které se bude odebirat vzorek. PFi
odbéru se zkoumany vzorek nasaje do injek&ni
stfikaCky, pfi tom se smisi s 5 ml zredukovaného
indikatoru, ktery je predem p¥ipraven v injeké&ni
stfikacce. Po smiseni se vzorek zbarvi modfe,
umérné obsahu kysliku pfitomného ve zkoumané
kapaliné.

Popsana metoda je pomérné spolehliva a stano-
veni velmi jednoduché. VyZaduje v3ak p¥esnou pfi-
pravu. Je tfeba vZdy zkontrolovat obsah barviva
v obchodnim indigodisulfonanu titraci KMnO. (byva
kolem 80 %). DileZity je té% cvik p#i odb&ru vzor-
ku. InjekCni stfikacka se p¥ed pouZitim musi peéli-
vé vyzkouSet na tésnost a pist i zdvit jehly nat¥it
silikonovou vazelinou. PFekaZkou vétSiho rozsifeni
popsané metody je nedostatek injekénich st¥ikadek,
které dodava specidlné& pro tento dcel p¥imo firma
Enzinger.

DalSim velmi vyznamnym znakem jakosti piv, a
to zvlaSté exportnich, je jejich koloidni stabilita
a z ni plynouci nebiologicka trvanlivost piva.
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Nazory na hodnoceni koloidni stability piva ne-
jsou dosud jednotné. Je to zpfisoheno zna¢nou slo-
Zitosti koloidniho systému, ktery pivo predstavuje.
Jako orienta¢ni hodnoceni miiZze slouZit obsah cel-
kového dusiku. To je vSak hodnoceni velmi hrubé
a souvislost s nebiologickou trvanlivosti neni jedno-
znacnd. Ponékud vhodnéjsi je hodnoceni stanovenim
irakci bilkovin podle Lundina. Lze Fici, Ze Lundi-
nova frakce A, predstavujici nejvétsi bilkovinné mo-
lekuly, je v pon&kud lepsi korelaci s nebiologickou
trvanlivosti zkoumaného piva. Tato metoda je v3ak
velmi pracnd. Polarografické hodnoceni koloidni
stability piva Brdi€kovou reakci je velmi vhodné
a pfi pouZiti soudobé techniky i rychlé. Casto viak
naraZime na technické obtiZe, zvlasté p¥i opatio-
vani vhodného pfistroje. Sokovaci zkouska podle
Schilda [8, 7] podavad patrnd mejlepsi hodnoceni
koloidni stability piva a pomérné dobfe se shoduje
se skuteCnou nebiologickou trvanlivosti. U této me-
tody, pouZivané u nés ve v&t3im méFitku ve VOUPS
Praha, je' mevyhodou zna¢na cCasova i technicka
naro&nost.

K provoznim uceldm se Casto pouZiva test na si-
ran amonny, zavedeny do pivovarské praxe Harton-
gem. Test je velmi rychly a jednoduchy. Pro za-
vislost na subjektivité analytika neni vSak tak spo-
lehlivy a nevyjadfuje téZ zcela piesné skutetnou
nebiologickou trvanlivost. Lze. fici, Ze je vhodny
spiSe pro orientacni stanoveni.

Nyni uvadime stanoveni vysokomolekuldrnich bil-
kovin, které nebylo v pivovarské praxi pouZito. Je-
ho princip spo€ivd v tom, Ze p¥i chromatografii né-
kterych latek ma nitrocelul6zové membrédné ziista-
vaji vysokomolekularni bilkoviny u startu. P¥i krua-
hové chromatografii se rozestfou vysokomolekuldrni
bilkoviny do stejnomérné vrstvy kolem stfedu, takZe
vytvori kruh, jehoZ plocha je pFfimo Gmérnd obsahu
bilkovin v roztoku. Uvedeného jevu se vyuZiva v he-
matologii [8, 9, 10] a predpokladali jsme moZnost
vyuZiti i v pivovarstvi, coZ se potvrdilo. Na naSem
pracoviSti jsme wvypracovali metodiku porovnéni
riiznych piv podle obsahu vysokomolekuldrnich bil-
kovin. Vlastni stanoveni je velmi jednoduché a ne-
vyZaduje Zadny pfistroj. PouZiva se nitroceluldzova
membrana Synpor 6 (vyrobce m. p. Synthesia, Uhfi-
néves), béZné pouZivand v naSich laborato¥ich
k membréanové filtraci mikroorganismii. Membréana,
vyvafena v destilované vodé, se ovlh¢i pufrem pH
asi 4 (v naSi laboratori pouZivame acetdtovy pufr
pH = 3,8). Do stFfedu membrany zavedeme zahnu-
tou kalibrovanou kapilarou zkoumané pivo v mnoz-
stvi asi 150 wl. Do téhoZ bodu zavedeme potom
stejné nebo 0 néco veétSsi mnoZstvi pufru. Takto
,vyvolanou“ membrdnu ponofime potom asi na
10 minut do 0,3% roztoku nigrosinu v 5% Kkyseling
trichloroctové. Na membrané se objevi tmavomodry
krouZek, jehoZ plocha je Gtmérnd urcité frakci vy-
sokomolekularnich bilkovin. Toto stanoveni je vel-
mi jednoduché a zcela snadné. Je dobfe reprodu-
dukovatelné a postihuje bilkoviny, odpovidajici pfi-
bliZn& Lundinové frakci A, avSak tato souvislost
neni pfesnd. Popsanym zplisobem se zachyti bilko-
viny i s molekulami 0 néco menSimi, neZ odpovi-
daji Lundinové frakci A. Na nésledujicich ¢islech

je patrna souvislost velikosti vzniklych krouZkil
s obsahem bilkovin.

1. 12° pivo, v mladin& 10% sachar6zy, ¢ast bilko-
vin odstranéna pfidavkem taninu,
N = 53,6 mg/100 ml, Lundinova frakce A =
plocha z6ny = 83,27 mm?,

2. 12° pivo, v mlading 10 % sacharozy
N = 60,5 mg/100 ml, Lundinova frakce A = 12,6 %,
plocha z6ny = 206,02 mm?

3. 12° pivo, vyrobené ze sladu,
N = 70,3 mg/100 ml, Lundinova frakce A 17,5 %,
plocha zény = 260,02 mm?.
Ukéazka vzniklych zon je patrna také na obrdzku 1.

9 %,

a) b) c)

Obr. 1

a — 12° pivo, 150 ul, surogace: 10% sacharéza, &ast
bilkovin odstranéna piidavkem taninu

b — 12° pivo, 150 ul, surogace: 10% sacharéza

¢ — 12° pivo, 150 ul, bez surogace

Vzhledem k tomu, Ze je tato metoda méalo prac-
nd, domnivame se, Ze je ji moZno v Sirokém méFitku
vyuZit pro stanoveni vysokomolekuldrnich bilkovin,
resp. koloidni stability piva. Prozatim v8ak neméame
piesné identifikovanou frakci zachycovanych bil-
kovin, a nemUZeme proto vztdhnout mnoZstvi zjis-
tovanych bilkovin na néjaky zdklad. Pro provozni
kontrolu vSak absolutni hodnoty nejsou rozhodujici,
jde spiSe o porovnani jednotlivych piv. LepSi teo-
retické vysvétleni zjiStovanych hodnot siln& zne-
snadiiuje téZ to, Ze neni dosud objasnén druh vazeb,
kterymi se bilkoviny vdZou na membrand. Existuje
fada nepotvrzenych hypotéz. Jedna z nich napr.
prfedpoklada, Ze aminoskupiny bilkovin se véZou
na dusi¢nanové skupiny nitrocelulozy.

Ve skuteCnosti se vSak popsanym postupem za-
chycuje urcCita frakce vysokomolekuldrnich bilko-
vin a podle obsahu této frakce lze porovnavat jed-
notlivd piva. Zdd se, Ze u piva Prazdroj je tato
hodnota niZ8i neZ u jinych piv, jak dokazuji tato
Cisla:

1. pivo Prazdroj — plocha zony 254,34 mm?
2. pivo 1 — plocha zony 283,39 mm?
3. pivo 2 — plocha zony 346,19 mm?
4. pivo 3 — plocha z6ny 390,36 mm?

Jde vétSinou o 12° piva a davku vzorku 150 ul.

Pri sledovéani téchto cisel si je mutno uvédomit,
Ze u piv 2 aZ 4 se na rozdil od piva Prazdroj uplat-
tiuje surogace cukrem v primérné vysi 20 %. P¥esto
je plocha mérFenych zon vZdy vétsi neZ u piva Pra-
zdroj. MlZe to mit vice diivod (tFirmutovy zpfisob
vyroby, pFfimy otop atd.). V budoucnu se pokusime
vysveétlit uvedené rozdily sledovanim jednotlivych
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fazi vyroby piva. Stanoveni bilkovinné frakce v mla-
dindch, popk. sladinach, je dobfe proveditelné. Moz-
no dokonce Fici, Ze je v t&chto pFipadech rychlejsi,
protoze se pouZivd menSich davek vzorku (30 a%
80 ul). U sladin se zpravidla objevuje frakci vice
(zpravidla 4).

Na obrazku 2 je ukazka bilkovinnych frakci ve
sladiné.

Cbr. 2. Stanoveni bilkovinngch frakci ve sladiné

Metoda je pouZitelnd také pro laboratorni hodno-
ceni stabilizatnich prostfedki. Domnivdame se, Ze
toto pouZiti je velmi vyhodné. Pro informaci uva-
dime jako priklad hodnoceni enzymového stabili-
zaCniho prostfedku, jehoZ vzorek jsme méli k dis-
pozici v naSi laboratofi. Odebrali jsme nékolik lahvi
staceného piva a stanovili popsanou metodou bilko-
vinnou frakci. Plocha vzniklé z6ény byla 226,87 mm?.
Potom jsme do piva ddvkovali stabilizacni prostie-
dek v mnoZstvi 0,1 g/l a nechali 24 hodiny v termo-
statu pfi 38 °C. Po této dobé jsme opé&t stanovili
bilkovinnou frakci. Plocha z6my byla 102,02 mm?

Slo v podstaté pouze o orientaéni pokus, ktery
mél prokéazat vhodnost metody k uvedenému ucelu.
Dommivame se, Ze tohoto cile se dosahlo a Ze lze
popsansu metodou posuzovat vhodnost toho kterého
stabilizaCniho prostfedku pro urdity druh piva. I zde
si v8ak jsme védomi, Ze jde pouze o orienta¢ni
zkouSky pro provozni pokusy, které jsou rozho-
dujiei.

V zavéru dékujeme RNDr. T. I. Pfistoupilovi
z Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze

za vSestrannou pomoc pii pfizpiisobovani metody
stanoveni vysokomolekuldrnich bilkovin na nitro-
celul6zovych membrandch pro pivovarské tdely.

Seuhrn

PfednasSka je zameéfena na sledovani nékterych
kvalitativnich znaki hotovych vyrobkd, zvlaste
provzduSnéni piva v posledni fazi vyroby a koloid-
ni stability piva.

Je podan prehled nejpouZivané&jsich elektroche-
mickych i chemickych metod kontroly obsahu kys-
liku v pivé. Modifikace, vypracovana firmou Enzin-
ger se osvédcila v laboratofi provozu Prazdroj.

Dale byl podéan prehled metod.na.stanoveni. ko-
loidni (popft. bilkovinné) stability. piv, a to: sira-
novy test, polarograficka metoda, stanoveni frakci
podle Lundina, popsand novd metoda stanoveni vy-
sokomolekuldrnich bilkovin v pivé.. Metoda je zalc-
Zena na stejnomérné adsorpci vysokomolekuldarnich
bilkovin na nitrocelulézovych memhranach. Techni-
ka provedeni je zaloZepa na adsorplni kr-uhové chro-
matogratii bilkovin na membranach. Byla dosud po-
kusné pouZita ve vyzkumneé 1ab0ra_tbf'i .n. p. Zapado-
teské pivovary v Plzni ke kontrole koloidni stabi-
lity piv, kontrole aktivity stabilizaCniho prostfedku
a kontrole rmutovani i chmelovaru. .

Metoda bude pravdépodobné vhodna pro vSechna
uvedena stanoveni. Pracuje se s nitrocelul6zovou
membranou Synpor 6 [vyrobce VEHZ — Uhftine-
ves).
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